This Page Is Inserted by IFW Operations 
and is not a part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of 
the original documents submitted by the applicant. 

Defects in the images may include (but are not limited to): 
. BLACK BORDERS 

• TEXT CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

• FADED TEXT 

• ILLEGIBLE TEXT 

• SKEWED/SLANTED IMAGES 

• COLORED PHOTOS 

• BLACK OR VERY BLACK AND WHITE DARK PHOTOS 

• GRAY SCALE DOCUMENTS 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 



As rescanning documents will not correct images, 
please do not report the images to the 
Image Problem Mailbox. 



PCT 



ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCI) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 ; 
A61K 39/12, C12N7/02 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 97/04803 
(43) Date de publication internationale: 13 fevrier 1997 (13.02.97) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR96/01 195 

(22) Date de depot international: 29 juillet 1996 (29.07.96) 



(30) Donnees relatives a la priorite*: 

95/09374 Icr aout 1995 (01 .08.95) FR 

96/03638 22 mars 1996 (22.03.96) FR 



(71) Deposant (pour tous Us Etats disigtUs saitf US): PASTEUR 

MERIEUX SERUMS & VACCINS [FR/FR]; 58, avenue 
Leclerc, F-69348 Lyon C6dex 07 (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeure/Deposants (US settlement): FANGET, Bernard 
[FR/FR]; La Vavre, F-69210 Samt-Germain-siir-rArbresle 
(FR). FRAN{X)N, Alain [FR/FR); La Grand Crow, Brul- 
lioles, F-69069 Bessenay (FR). HEIMENDINGER, Pierre 
[FR/FR]; Le Monts6gur, 35, rue Bataflle, F-69008 Lyon 
(FR). 

(74) Mandataire: BERNASCONI, Jean; Cabinet Lavoix, 2, place 
d'Estienne-d'Orves, F-75441 Paris C6dex 09 (FR). 



(81) Etats deagnes: AL, AM, AT, AU, AZ, BB, BG, BR, BY, CA, 
CH, CN.CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GE, HU, DL, IS, JP, 
KE, KG, KP, KR, KZ, LK, LR, LS, LT, LU f LV, MD, MG, 
MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, 
SG, SI, SK, TJ, TM, TR, TT, U A, UG, US, UZ, VN, brevet 
ARIPO (KE, LS, MW, SD, SZ, UG), brevet eurasien (AM, 
AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, 17, TM), brevet europeen (AT, 
BE, CH, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE). brevet OAPI (BF t BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN. ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche internationale. 



(54) Title: METHOD FOR INDUSTRIALLY PRODUCING A JAPANESE ENCEPHALITIS VACCINE, AND RESULTING VACCINE 

(54) Titre: PROCEDE DE PRODUCTION INDUSTRIELLE D'UN VACCIN CONTRE L'ENCEPHALITE JAPONAISE ET VACCIN 
OBTENU 



(57) Abstract 

A method is disclosed for industrially producing a Japanese encephalitis vaccine, wherein (a) cells from a cell line are cultured, (b) the 
resulting cell culture is inoculated with a Japanese encephalitis virus in the presence of a viral growth medium, (c) the virus is propagated 
and multiplied on the cells, (d) the viral growth medium is recovered in the form of a suspension of viruses produced by the cells, (e) the 
virus suspension is purified in at least one ion exchange chromatography step and a gel permeation step, and (f) the virus suspension is 
formulated and converted into a pharmaceutical form to preserve it until the moment of use. A Japanese encephalitis vaccine charactensed 
in mat it comprises a Japanese encephalitis virus produced by culturing cells from a cell line, and in that the cellular DNA content is less 
man 100 pg/dose, is also disclosed. 

(57) Abrege- 

L'invcntion concerne un prccdde* de production industrielle d'un vaccin centre rencephalite japonaise, caractense* encequ'il comprend 
les dtapes suivantes: a) mise en culture de cellules provenant d'une lignee cellulaire, b) inoculation de la culture de cellules obtenue par du 
virus de rencephalite japonaise en presence d'un milieu de multiplication virale, c) propagation et multiplication du virus sur les cellules, 
d) recolte du milieu de multiplication virale constituant une suspension de virus produits par les cellules, e) purification de la suspension 
virale par au moins une &ape de chromatographic echangeuse d'ions et une 6tape de permeation de gel, f) formulation et mise sous forme 
pharmaceutique de la suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'a son utilisation. L'invention concerne egalement un vaccin 
contre rencephalite japonaise caract6ris6 en ce qu*il comporte du virus de rencephalite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant 
d'une lignee cellulaire, et en ce que la teneur en ADN cellulaire est infexieure a 100 pg/dose. 
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1 

Procede de productio n industri elle d'un vaccin 
contre 1 'encephalite jap onaise et vaccin obtenu 

La presente invention a trait & un procede de 
production d'un vaccin pour la prevention de fencepha- 
lite japonaise, h base de virus de 1 1 encephalite japo- 
naise (JEV) et notamment d'un vaccin utilisable chez 
5 l'homme. L 1 invention a egalement trait au vaccin obtenu 
par ce procede. 

Le virus de 1 ' encephalite japonaise, dont le 
vecteur de transmission est un moustique, est la cause 
d' infections graves, dites enc6phalit3S japonaises, dans 

10 de nombreux pays d 1 Extreme-Orient ainsi que dans d'autres 
regions du monde. 

On connait des vaccins contre 1 • encephalite 
japonaise qui sont obtenus par des procedes consistant 
a injecter le virus JEV par voie intracr&nienne chez le 

15 souriceau et a r£cuperer les tissus infectes. L' emulsion 
tissulaire que l'on obtient est ensuite purifiee, 
g^neralement par des methodes de precipitation, notamment 
a la protamine* D'autres techniques de purification de 
ces preparations tissulaires ont egalement et6 proposees 

20 dans la litterature, telles que des techniques d' ultra- 
filtration, de filtration et de centrif ugation, ou de 
precipitation au polyethylene glycol, ces techniques 
pouvant fitre combin6es entre elles ou a des techniques 
de gel-filtration, de chromatographic sur sulfate de 

25 cellulose ou sur sulfate de polysaccharide reticule (JP- 
B-65 000 611, JP-A-53 133 627, JP-A-50 048 118, JP-A- 
2 223 531, US-A-4 725 546, JP-A-49 020 322 et B-81 005 
204, JP-B-67 025 408). 

Dans l'art anterieur, les preparations 

30 virales sont inactivees, ainsi que le recommande 
1 'Organisation Mondiale de la Sante, par des agents 
chimiques tels que le formol selon des procedures 
standardis6es, h savoir inactivation de longue duree 
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pendant cinquante a soixante jours a +4°C a une concen- 
tration de formol de 1/2000, en raison de 1' instability 
des virus a des temperatures plus elevees dans cet 
environnement . 

5 Les vaccins du commerce ainsi obtenus sont 

eff icaces mais sont dif f iciles et cofiteux a preparer, 
purifier et inactiver. lis peuvent, en outre, conduire 
a des reactions secondaires dues aux contaminants 
provenant des tissus de souriceaux, ce qui en liroite, 

10 parfois, 1 'application. 

II est done souhaitable de pouvoir produire 
un vaccin par d'autres techniques de nature plus indus- 
trielle et notamment en utilisant una multiplication et 
une propagation du virus sur lignee cellulaire. Touted 

15 fois, la production d'un vaccin en grandes quantites, par 
des methodes tres industrialists, est beaucoup plus 
difficile que dans le cas de la multiplication par voie 
intracranienne, et ceci non seulement en raison des 
quantites iroportantes qui doivent etre traitees, mais 

20 egalement des difficultes d'obtenir et de contrdler des 
renderaents eleves, ainsi que des problemes de purifica- 
tion poses par les contaminants pouvant provenir des 
cellules ou du milieu de multiplication virale que sont 

alors rencontres. 

2 5 il est connu dans l'art anterieur que le 

virus de 1 'encephalite japonaise peut se propager sur 
di verses cultures de cellules, y compris sur des cultures 
de lignees cellulaires, notamment des cellules Vero. 
Cependant, les methodes de culture divulguees ne permet- 

30 tent pas d'obtenir des rendements satisfaisants dans des 
conditions de culture industrielle a grande echelle, qui 
seule permet une production a un coat raisonnable. II 
n'est pas non plus decrit, dans l'art anterieur, de 
methode pour purifier a un haut degre les preparations 

35 virales provenant de la propagation et de la multiplica- 
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3 

tion sur lign£es cellulaires. 

L' invention se propose done de rem£dier h ces 
inconvenients et de fournir un proc£de de production d'un 
vaccin contre 1 • encephalite japonaise, qui puisse etre 
mis en oeuvre a grande echelle dans des conditions sures, 
rapides et £conomiques et qui permette d'obtenir un 
vaccin, efficace d'une tres grande purete, avec un tr£s 
bon rendement industriel. 

Pour atteindre ces buts, 1' invention a pour 
objet un proc^de de production industrielle d'un vaccin 
contre 1 1 encephalite japonaise, caracteris£ en ce qu'il 
comprend les 6tapes suivantes: 

a) mise en culture de cellules provenant d'une lignee 
cellulaire, 

b) inoculation de la culture de cellules obtenues par du 
virus de 1 'encephalite japonaise en presence d'un 
milieu de multiplication virale, 

c) propagation et multiplication du virus sur les 
cellules, 

d) r§colte du milieu de multiplication virale constituant 
une suspension de virus produits par les cellules, 

e) purification de la suspension virale par au moins une 
6tape de chromatographie echangeuse d'ions et une 
6tape de permeation de gel, 

£) formulation et mise sous forme pharmaceutique de la 
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'& 
son utilisation. 

Selon une caract£ristique particuli£re de 
1' invention, la quantity de virus inocul£e correspond & 
une multiplicity d' infection inf<§rieure a 0,1. Ainsi, on 
obtient un bon rendement pour la propagation et la 
multiplication virale. 

Selon une caracteristique particuli^re de 
1 'invention, le proc£d<§ comprend, en outre, une etape 
d'inactivation de la suspension virale avant ou apr£s 
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l'etape de purification e ) . II est ainsi possible de 
fabriquer un vaccin inactive tout en utilisant pour la 
propagation et la multiplication virale une souche 
virulente. 

Selon une caracteristique du procede de 
1' invention, 1 'inactivation est realisee au moyen d'un 
agent chimique a temperature ambiante. Ainsi, l'inactiva- 
tion se produit rapidement. 

Selon un mode particulier de realisation, le 
procede consiste a utiliser une lignee de cellules Vero 
pour assurer la multiplication vitale. II est ainsi 
possible d'obtenir de bons rendements car ces cellules 
sent tres permissives, au virus de 1 'encephalite japonai- 
se. 

Selon une autre caracteristique de realisa- 
tion de it invention, le procede consiste a purifier ia 
suspension virale en effectuant les etapes suivantes : 

. chromatographie par echange d'ions, 

• chromatographie d' adsorption, 

•permeation de gel. 

II est, ainsi, possible d'obtenir un vaccin 
$ tres haut degr<§ de purete. 

Selon un autre mode de realisation de 
l'invention, le procede consiste, en outre, apres l'etape 
de recolte d), a introduire a nouveau du milieu de 
multiplication virale neuf , a attendre un temps suffisant 
pour permettre a nouveau la multiplication du virus et 
a ef fectuer une nouvelle recolte du milieu de multiplica- 
tion virale. 

On peut, ainsi, obtenir un nombre important 
de recoltes a partir d'une meme culture cellulaire. 

L'invention a egalement pour objet un vaccin 
obtenu par culture sur cellules provenant d'une lignee 
cellulaire caracterise en ce qu'il comporte du virus de 
l'encephalite japonaise et en ce que la teneur en ADN 
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cellulaire est inferieure h 100 pg/dose. 

Un tel vaccin pr6sente h la fois l'efficacit6 
et la surety n£cessaire tant du point de vue des contami- 
nants viraux que des proteines pour §tre administre de 
5 fagon systematique a toute personne susceptible d'etre 
en contact avec le virus. 

D f autres objets et avantages de la presente 
invention apparaitront a la lecture de la description qui 
va suivre. 

10 Selon 1' invention, on peut effectuer la 

culture cellulaire, soit en fermenteur, soit de fagon 
traditionnelle en flacons (boites de Roux, flacons 
roulants, Multiray™, Cell-Cube™...)- 

De pr6f6rence, cependant, on dispose d*un 

15 fermenteur de grand volume (500 a 2000 1) contenant de's 
microporteurs ainsi qu'un milieu de culture cellulaire, 
dans lequel on introduit un inoculum de cellules d'une 
lign^e cellulaire permissive au virus de 1 • encephalite 
japonaise ; il peut s'agir de cellules BHK 21 (Baby 

20 Hamster Kidney) ou encore de cellules Vero. 

Les microsupports permettant la culture en 
suspension dans le fermenteur peuvent etre differents 
microsupports d§ja connus pour un tel usage ; on peut 
notamment citer les particules Cytodex 1™ a une concen- 

25 tration de 1 a 3 g/1 de milieu de culture comme convenant 
particuliferement bien h la culture de cellules Vero. Les 
dur<§es, temperatures et autres conditions de culture, et 
notamment la composition du milieu de culture sont 
adaptees en fonction de la nature des cellules Vero sur 

30 microsupports de Cytodex 1™, une durSe de 4 jours etait 
appropriee pour obtenir une bonne croissance cellulaire 
et permettre ainsi d'inoculer le virus avant la phase 
stationnaire de la culture. On remplace ensuite le milieu 
de culture par un milieu de multiplication virale et on 

35 introduit dans le fermenteur un inoculum de virus de 
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1 'encephalite japonaise avec une quantite calculee pour 
avoir une faible valeur de la multiplicite d 1 infection 
(ou MOI pour Multiplicity of Infection) qui est le 
rapport de la quantity de particules virales introduites 
5 sur le nombre de cellules presentes. 

Cette multiplicite est de preference inf e- 
rieure & environ 0,1 et de preference encore inferieure 
a 0,01. 

La souche virale utilis£e peut etre une 
10 souche attenuee telle que la souche SA 14-14-2 ou toute 
souche immunogene virulente connue telle que la souche 
Nakayama ou Beijing. La souche P 3 au 88eme passage 
fournie par le NVSI (National Vaccine and Serum 
Institute, Beijing) convient bien aux besoins de 
15 1' invention. 

Le milieu utilise pour la multiplication 
virale est un milieu habituel, tel que le MEM, dans 
lequel il est important que la quantite de proteines soit 
reduite le plus possible. On utilise de preference un 

20 milieu dont la concentration en proteines, qui est 
habituellement de l^lbumine humaine, est inferieure & 
5 g/1. De preference meme, on utilise un milieu de 
culture completement depourvu en proteines. 

La duree necessaire a la propagation et a la 

25 multiplication virale peut etre determinee par la 
surveillance du titre infectieux. On considere qu'une 
recolte de virus peut etre effectuee lorsque le titre LD 
50/ml est de l'ordre de 10 7 ou 10 8 , La recolte est 
effectuee par simple preievement du milieu de multiplica- 

30 tion virale qui contient les virus produits par les 
cellules. De fagon avantageuse, apres avoir preieve le 
milieu de multiplication virale, on introduit a nouveau 
dans le fermenteur du milieu neuf afin de permettre une 
nouvelle multiplication du virus conduisant a une 

35 nouvelle recolte. On peut, ainsi, obtenir facilement 
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jusqu'a 8 r^coltes successives dans le meme fermenteur 
a partir de la meme culture cellulaire. La dur6e n6ces- 
saire & la propagation et & la multiplication du virus 
pour obtenir une dose LD 50/ml de 10 7 ou 10 8 est g6nera- 
lement de 2 a 3 jours ; on realise de pr6f6rence une 
premiere recolte 3 jours apres 1 'inoculation virale, puis 
des r6coltes successives tous les 2 ou 3 jours. 

Ainsi, un cycle complet dans un fermenteur, 
peut durer 23 jours r^partis de la fagon suivante : 

. JO : d^marrage de la culture de cellules 
sur les microsupports dans le fermenteur, 

. J4 : remplacement du milieu de culture 
cellulaire par du milieu de multiplication virale et 
inoculation du virus, 



. J7 


: premiere recolte, 


. J9 


: deuxieme recolte, 


. Jll 


: troisieme recolte, 


. J14 . 


: quatrieme recolte, 


. J16 : 


: cinquieme recolte, 


. J18 : 


: sixieme recolte, 


. J21 : 


: septieme recolte, 


. J23 : 


: huitieme recolte. 



Les diff€rentes r6coltes obtenues peuvent 
ensuite etre traitee separ§ment ou en melange. 

Le traitement consiste soit en une purifica- 
tion et une inactivation, 1 1 inactivation pouvant §tre 
r^alisee avant ou apres l'6tape de purification. 

L f inactivation est une etape indispensable au 
proc6d6 selon l 1 invention lorsque la souche virale 
utilis6e au depart est une souche virulente ; par contre, 
lorsque la souche utilis€e pour la multiplication virale 
est une souche att6nu6e telle que la souche SA 14-14-2, 
cette etape d 1 inactivation peut etre soit omise, soit 
realis6e afin d'etre dans les meilleures conditions de 
securite possibles. 
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Selon 1" invention, on effectue 1 'inactivation 
au moyen d' agents chimiques a une temperature ambiante. 
Par temperature ambiante selon 1 1 invention,, on entend une 
temperature largement superieure a + 4°C qui est la 
temperature habituellement utilisee par 1 • inactivation 
du virus JEV. Cette temperature peut avantageusement etre 
comprise entre 20 et 37°C et on preffcre une temperature 
de l'ordre de 25°C. On a, en effet, constate que le virus 
est rapidement inactive h cette temperature et on a, en 
outre, pu noter que, de fagon surprenante, le virus 
contenu dans son milieu de multiplication virale, est 
stable malgre la temperature 61evee ; cette duree tres 
courte de 1 • inactivation est un avantage important du 
procede de 1" invention d'un point de vue industriel. 

Les agents chimiques utilises pour 1 ■inacti- 
vation peuvent notamment etre le formol ou la betapropio- 
lactone ; on prefere le formol. On peut, par c exemple, 
effectuer 1 ■ inactivation a l'aide de formol & 25 ou a 
37°C pendant 14 jours ou moins ; de preference, la duree 
sera d«au moins 7 jours. De fagon avantageuse selon 
1' invention, la concentration de formol utilise peut etre 
inferieure a celle classiqueraent utilisee dans 1" inacti- 
vation du virus JEV ; elle peut, par exemple, etre de 
I'ordre de 1/2000 & 1/8000 et notamment de 1/4000. 

II est possible egalement de proceder 
successivement d 2 etapes d 1 inactivation differentes 
mettant par exemple en oeuvre 2 agents chimiques diffe- 
rents . 

On peut egalement, avant cette etape d 1 inac- 
tivation, proceder h la filtration de chaque recolte afin 
d'eiiminer les debris cellulaires (proteines, acides 
s nucieiques. . . ) , ainsi qu f a sa concentration de fagon a 
augmenter le titre en virus et la teneur en prolines du 
milieu liquide. Le facteur de concentration est de 
preference au moins egal a 10, par exemple de I'ordre de 
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1000. La concentration peut etre effectu^e par les moyens 
habituels et notamment 1 •ultrafiltration. 

La suspension virale, inactive ou non selon 
le proc<§d§ utilise, doit etre purifiee. Selon une 
caract£ristique importante de 1' invention, l»£tape de 
purification comprend au moins une chroraatographie. De 
fagon avantageuse, on procede successivement aux 3 6tapes 
suivantes : 

. chromatographic 6changeuse d'ions, 
. chromatographie d» adsorption, 
. permeation de gel. 

La chromatographie 6ehangeuse d'ions est de 
preference une chromatographie 6changeuse d 1 anions, 
qu'ils soient faibles ou forts. Le support utilise est 
par exemple le DEAE-Spherodex™ (vendu par Biosepra, USA) 
qui retient s61ectivement les particules virales et 
laisse passer l'essentiel des prolines contaminantes . 

L'61uat contenant les virus peut ensuite etre 
effectu6e sur des supports tels que 1 'hydroxyapatite ou 
les gels chelatants (calcium...). Dans ce cas, le virus 
ne se fixe pas sur le support qui retient plus sp6ciale- 
ment les acides nucleiques. 

A la suite de cette 6tape, on procede h une 
gel filtration ou tamisage moleculaire (encore appele 
permeation de gel ) sur tout support approprie tel que le 
Sepharose 6FF™ (Pharmacia) ou le Fractogel™ (E. Merck). 
Lors de cette operation, I'elution permet de recuperer 
les particules virales dans la premiere fraction ; les 
pics dilution suivants correspondent aux proteines 
virales et aux impuretes r^siduelles. On conserve done 
uniquement, pour la fabrication d'un vaccin, la premiere 
fraction de l'^luat. 

De fagon avantageuse, on peut proceder, entre 
la chromatographie d 1 adsorption et la gel filtration, a 
une etape de concentration, de preference par ultra- 
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filtration avec une membrane dont le seuil de coupure est 
de 10 000 daltons. 

La suspension virale purifiee et eventuel- 
lement inactivee est ensuite formulee pour obtenir le 
5 titre antigenique desire ; on peut egalement lui ajouter 
un stabilisant ou un adjuvant ; elle est ensuite mise 
sous forme pharmaceutique afin d'etre conservee dans de 
bonnes conditions jusqu'a son utilisation. 
Exemple. 
10 i. Matdriels 

- cellules Vero : les cellules Vero utilisees 
pour inoculer le fermenteur proviennent d'une banque 
cellulaire Vero au 137eme passage, banque ayant subi tous 
les controles necessaires a sa caractSrisation et a sa 

15 qualification. 

- Le virus JEV : la souche virale utilisee 
est la souche P 3 au 88eme passage fournie par le NVSI. 

Une ampoule de virus regue est mise en 
suspension dans 100 ml de milieu et filtr6e a l'aide d'un 

20 filtre 0,1 /zm. La solution est utilisde pour infecter 
deux flacons de 75 cm 2 . Cinq jours aprfes, le surnageant 
recueilli est filtr<§ (filtre de 0,2 fim) . Plusieurs 
recoltes ont et6 faites et le melange formant le lot de 
semence primaire presente un titre LD 50/ral = 10 8 ' 16 , On 

25 prepare le lot de semence de travail a raison de 10 ml 
de lot de semence primaire pour infecter 12 flacons 
roulants de 850 cm 2 . Plusieurs recoltes peuvent §tre 
effectuees et le melange de 30,2 litres a un titre LD 
50/ml = 10 8 ' 31 . 

30 Les lots de semence primaire et de travail 

sont ensuite controles afin d» assurer leur caract<§risa- 
tion et leur qualification. 

2. Procede du culture 

On remplit la cuve d f un fermenteur de 500 1, 
35 avec un milieu de culture usuel pour cellules Vero 
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contenant des microsupports Cytodex 1™ a une concentra- 
tion de 3 g/1. On ensemence le milieu par un inoculum de 
cellules Vero (200 000 cellules/ml). 

On laisse les cellules se fixer et croitre 
5 pendant quatre jours. A la fin des quatre jours, le 
milieu de culture est remplac6 par un milieu de multi- 
plication virale. 

Un inoculum de virus est introduit dans la 
cuve avec une quantity de virus calculee pour avoir une 
0 multiplicity d'infection MOI 6gale & 1/500. Les diffe- 
rentes cultures sont effectuSes h la temperature de 37°C. 
Trois jours apres 1 ■ inoculation virale, on recueille le 
milieu de multiplication virale qui fournit la premiere 
r§colte. Le milieu de multiplication virale est remplace 
5 par un milieu neuf et une nouvelle recolte est effectuee 
tous les deux jours, le nombre total de recoltes gtant 
egal a six. 

Le tableau I montre les titres obtenus a 
chaque r6colte. 



Recoltes n° 


Rl 


R2 


R3 


R4 


R5 


R6 


Jours apres 
infection 


3 


5 


7 


10 


12 


14 


Tit re 
LD 50 /ml 


10 8 '* 


10 8 '* 


10 8 ' 5 


10 8 ' 1 


10 8 ' 2 


10 7 ' 3 



Les recoltes sont filtrSes sur filtre 
membrane (diametre des pores : 0,2 ^m) . 

L* ensemble des recoltes est melange. 

Le melange de recolte est concentre d'un 
facteur 100 par ultrafiltration sur membrane 10 000 
daltons. 
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On ajoute au melange de recolte concentre une 
solution de forinol a une concentration finale de 1/4000 
et on maintient a temperature ambiante (de 20 a 25°C) 
sous agitation continue pendant 14 jours. 

On procede ensuite a une nouvelle filtration 
et on verifie 1 • inactivation par un contrdle en 2 etapes 
selon le protocole de l'OMS (Rapport technique 771 de 
1988). 

Toutes les preparations inactivees par le 
formol se sont montrees satisfaisantes. 

La solution inactivee rst passee sur une 
colonne chromatographique d'echange d'ions a groupement 
DEAE equilibree a pH 8, (resine DEAE-Spherodex™) . Le 
virus .est retenu sur la colonne. Apres lavage par un 
tampon phosphate, le virus est elue par un tampon 
phosphate, NaCl 0,2M. La majorite des contaminants 
proteiques sont ainsi 61imines. 

L'eluat est purifie par af finite de chelation 
par interaction calcique en injectant l'eluat a travers 
une colonne de Chelating Sepharose™ (Pharmacia). Le 
virus n'est pas fixe et traverse directement la colonne. 

On procede ensuite a une concentration par 
ultrafiltration sur des membranes dont le seuil de 
coupure est de 10 000 Da pour reduire le volume de la 
suspension virale d'un facteur d» environ 20. 

La solution concentree de virus prepurifiee 
est introduite dans une colonne de Sepharose 6 FF™. On 
procede a une elution par un tampon phosphate NaCl 0,2M. 
Les particules virales se trouvent eluees dans la 
fraction exclue. 

Les caracteristiques du procede de purifica- 
tion figurent sur le tableau II. 
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Tableau II 



Etape 


DEAE 


Chelation 


Gel 
filtration 


Prot£ines 
residuelles 


50 % 


100 % 


0,4 % 


Teneur en 
ADN (pg/ml) 


< 7000 


< 30 


< 30 


Virus 

recupere (*) 
(ELISA 
proteine E) 


90 % 


76 % 


20 % 



(*) Rendements stapes par etape 

La solution virale inactivee purifi^e a £t£ 
utilis^e pour immuniser des souris par injection, au jour 
0 puis au jour 7. L'epreuve par le virus virulent est 
effectuee a l'aide d'une solution a 10 5 LD 50/ml au jour 
30. Toutes les souris vaccin^es par la preparation 
purifi6e non dilute et par la preparation purifi£e dilute 
au 1/32 ont 6t6 protegees. Dans le meme test, les souris 
vaccinSes par le vaccin Biken (dilution 1/32) ont £t£ 
eprouv^es et seules les 2/5 ont et6 protegees. 
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REVENDICATIONS 

1. Proc6d<§ de production industrielle d'un 
vaccin contre 1 • encephalite japonaise, caracterise en ce 
qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en culture de cellules provenant d'une lignee 
cellulaire, 

b) inoculation de la culture de cellules obtenue par du 
virus de 1' encephalite japonaise en presence d'un 
milieu de multiplication virale, 

c) propagation et multiplication du virus sur les 
cellules, 

d) recolte du milieu de multiplication virale constituent 
une suspension de virus produits par les cellules, 

e) purification de la suspension virale par au moins urie 
etape de chromatographie echangeuse d'ions et une 
4tape de permeation de gel, 

f) formulation et raise sous forme pharmaceutigue de la 
suspension virale pour assurer sa conservation jusqu'a 
son utilisation. 

2. Proc6d£ selon la revendication 1, caract6- 
ris<§ en ce que la quantity de virus inoculee correspond 
a une multiplicity d' infection (MOI) inferieure a 0,1. 

3. Proced6 selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisS en ce qu'il comprend, en outre, une <§tape 
d'inactivation de la suspension virale avant ou apres 
l*6tape de purification e). 

4. Proc6d6 selon la revendication precedente, 
caract6ris<5 en ce que 1 • inactivation est realisee au 
moyen d' agent chimique a temperature ambiante. 

5. Procede selon une des revendications 
pr6c6dentes, caracteris<§ en ce que les cellules utilisees 
pour la multiplication virale sont des cellules VERO. 

6. Proc<§d<§ selon , une des revendications 
precedentes, caracterise en ce que la purification est 
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effectuee grace aux operations suivantes : 

. chromatographie par echange d'ions, 
. chromatographie d 1 adsorption, 
. permeation de gel. 
5 7. Procede selon une des revendications 

precedentes, caracterise en ce qu'il consiste en outre, 
aprfes l^tape de recolte d) , a introduire a nouveau du 
milieu de multiplication virale neuf , a attendre un temps 
suffisant pour permettre & nouveau la multiplication du 
10 virus, et & effectuer une nouvelle recolte du milieu de 
multiplication virale. 

8. Procede selon la revendication 7, caracte- 
rise en ce qu'il consiste a r£colter le milieu de 
multiplication virale et a le remplacer par du milieu 

15 neuf, un nombre de fois compris entre 1 et 7. 

9. Procede selon une des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il consiste en outre, 
apr&s l'6tape d) h filtrer la suspension virale recoltee. 

10. Procede selon une des revendications 
20 precedentes, caracterise en ce que le milieu de multi- 
plication virale possede une concentration en proteines 
inferieure & 5 g/1. 

11. Vaccin contre 1 ! enc6phalite japonaise, 
caracterise en ce qu'il comporte du virus de l'encepha- 

25 lite japonaise obtenu par culture sur cellules provenant 
d'une lignee cellulaire, et en ce que la teneur en ADN 
cellulaire est inferieur & 100 pg/dose. 
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